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活性氧簇/沉默信息调节因子1在高氧致
支气管上皮细胞损伤中的作用

杨坤 吴越 章容 雷小平 康兰 董文斌

（西南医科大学附属医院儿童医学中心新生儿科/四川省出生缺陷临床医学研究中心，四川泸州 646000）

［摘要］ 目的　探讨活性氧簇 （reactive oxygen species, ROS） /沉默信息调节因子 1 （silent information regulator 

1, SIRT1） 对高氧致 BEAS-2B 细胞线粒体损伤的影响。方法　实验分为三部分：（1） 细胞分为高氧 0 h （H0） 组、

H6 组、H12 组、H24 组、H48 组。（2） 细胞分为对照组、H48 组、高氧 48 h+SIRT1 抑制剂 （H48+EX 527） 组和

高氧 48 h+SIRT1 激动剂 （H48+SRT1720） 组。（3） 细胞分为对照组、高氧 48 h+乙酰半胱氨酸 （H48+NAC） 组和

H48 组。采用活性氧试剂盒检测 ROS 水平，Western blot 法检测 SIRT1 和线粒体相关蛋白表达水平，免疫荧光染色

法检测线粒体相关蛋白表达，透射电镜检测线粒体形态。结果　 （1） 与 H0 组相比，H6 组、H12 组、H24 组和

H48 组 ROS 荧光强度增加 （P<0.05），H48 组 SIRT1 和线粒体相关蛋白表达水平降低 （P<0.05），H24 组和 H48 组

线粒体相关蛋白荧光强度降低 （P<0.05）。（2） 与 H48 组相比，H48+SRT1720 组线粒体相关蛋白表达水平升高，

线粒体平均长宽比增加 （P<0.05）；H48+EX 527 组线粒体平均面积减少 （P<0.05）。（3） 与 H48 组相比，H48+

NAC 组 ROS 荧光强度降低，SIRT1 和线粒体相关蛋白表达水平升高，线粒体平均面积和平均长宽比增加 （P

<0.05）。结论　ROS/SIRT1 轴参与了高氧诱导的 BEAS-2B 细胞线粒体损伤。

［中国当代儿科杂志，2024，26 （8）：852-860］

［关键词］ 线粒体损伤；高氧；活性氧簇；沉默信息调节因子 1；人支气管上皮细胞

Role of reactive oxygen species/silent information regulator 1 in hyperoxia-induced 
bronchial epithelial cell injury

YANG Kun, WU Yue, ZHANG Rong, LEI Xiao-Ping, KANG Lan, DONG Wen-Bin. Department of Neonatology, 

Children's Medical Center, Affiliated Hospital of Southwest Medical University/Sichuan Clinical Research Center for 

Birth Defects, Luzhou, Sichuan 646000, China (Dong W-B, Email: dongwenbin2000@163.com) 

Abstract: Objective　 To investigate the effect of reactive oxygen species (ROS)/silent information regulator 1 

(SIRT1) on hyperoxia-induced mitochondrial injury in BEAS-2B cells. Methods　 The experiment was divided into 

three parts. In the first part, cells were divided into H0, H6, H12, H24, and H48 groups. In the second part, cells were 

divided into control group, H48 group, H48 hyperoxia+SIRT1 inhibitor group (H48+EX 527 group), and H48 hyperoxia+

SIRT1 agonist group (H48+SRT1720 group). In the third part, cells were divided into control group, 48-hour hyperoxia+

N-acetylcysteine group (H48+NAC group), and H48 group. The ROS kit was used to measure the level of ROS. Western 

blot and immunofluorescent staining were used to measure the expression levels of SIRT1 and mitochondria-related 

proteins. Transmission electron microscopy was used to observe the morphology of mitochondria. Results　Compared 

with the H0 group, the H6, H12, H24, and H48 groups had a significantly increased fluorescence intensity of ROS (P

<0.05), the H48 group had significant reductions in the expression levels of SIRT1 protein and mitochondria-related 

proteins (P<0.05), and the H24 and H48 groups had a significant reduction in the fluorescence intensity of mitochondria-

related proteins (P<0.05). Compared with the H48 group, the H48+SRT1720 group had significant increases in the 

expression levels of mitochondria-related proteins and the mitochondrial aspect ratio (P<0.05), and the H48+EX 527 
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group had a significant reduction in the mitochondrial area (P<0.05). Compared with the H48 group, the H48+NAC 

group had a significantly decreased fluorescence intensity of ROS (P<0.05) and significantly increased levels of SIRT1 

protein, mitochondria-related proteins, mitochondrial area, and mitochondrial aspect ratio (P<0.05). Conclusions　The 

ROS/SIRT1 axis is involved in hyperoxia-induced mitochondrial injury in BEAS-2B cells.
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支 气 管 肺 发 育 不 良 （bronchopulmonary 

dysplasia, BPD） 是常见的早产儿肺疾病，以肺泡

和肺血管发育障碍为主要病理特征［1-2］，其发病机

制复杂，危险因素及不良结局多［3-4］。高氧诱导的

氧化应激是 BPD 的关键驱动因素［5］。研究表明在

生命早期累积氧暴露的增加与 BPD 的发病率呈正

相 关［6］。 从 机 制 上 讲 ， 活 性 氧 （reactive oxygen 

species, ROS） 的高度不稳定性很容易导致糖、脂

质、蛋白质和核酸过氧化，从而对细胞和组织造

成损伤［7］。

泛醇-细胞色素 c 还原酶复合体核心蛋白 2

（ubiquinol-cytochrome c reductase complex core 

protein 2, UQCRC2） 是线粒体复合体Ⅲ的亚基，柠

檬酸合酶 （citrate synthase, CS） 是三羧酸循环的关

键酶，二者反映了线粒体能量代谢状态。研究发

现线粒体生物能量学失效是 BPD 的一个重要环

节［8］。 核 呼 吸 因 子 2 （nuclear respiratory factor 2, 

Nrf2） 通过调节线粒体生物发生在 BPD 中也发挥关

键作用［9］。此外，线粒体分裂对于维持线粒体数

量和形态完整性至关重要。它是指一个线粒体在

动力相关蛋白 1 （dynamin-related protein 1, DRP1）、

线粒体裂变蛋白 1 （mitochondrial fission protein 1, 

FIS1）、 线 粒 体 分 裂 因 子 （mitochondrial fission 

factor, MFF） 的 介 导 下 分 裂 成 两 个 线 粒 体 的 过

程［10］。 总 的 来 说 ， UQCRC2、 CS、 Nrf2、 DRP1、

FIS1 和 MFF 表达变化反映了线粒体生物能量学、

生物发生及动力学的改变。

沉 默 信 息 调 节 因 子 1 （silent information 

regulator 1, SIRT1） 是第一个在哺乳动物中发现的

sirtuins 成员，具有抗氧化和抗炎特性［11］。本课题

组前期证实早产儿在经历高氧暴露后，外周血单

个 核 细 胞 中 SIRT1 的 核 水 平 降 低 和 核 质 穿 梭 增

加［12］，提示 SIRT1 是 BPD 的一个重要调控因子。

然而，SIRT1 是否可以调控高氧诱导的线粒体损伤

及其是否受到 ROS 的调节尚不清楚。因此，本研

究提出高氧诱导 ROS 的产生抑制 SIRT1，从而导致

线粒体损伤，其可能参与了 BPD 发病机制的假说。

为验证该假说，本研究以人支气管上皮细胞 BEAS-

2B 为研究对象，通过建立细胞损伤模型，探讨

ROS/SIRT1 信号通路在高氧诱导的 BEAS-2B 细胞损

伤中的作用，为 BPD 的发病机制和潜在治疗靶点

提供新的视野。

1 材料与方法

1.1　材料

BEAS-2B 细胞购自北纳创联生物科技有限公

司 ； DMEM 高 糖 培 养 基 和 胎 牛 血 清 购 自 德 国

VivaCell 公司；SIRT1 抑制剂 Selisistat （EX 527） 和

SIRT1 激动剂 SRT1720 HCl （SRT1720） 购自美国

Selleck 公 司 ； 乙 酰 半 胱 氨 酸 （N-Acetylcysteine, 

NAC） 购自美国 MedChemExpress 公司；封闭用正

常山羊血清、BCA 蛋白浓度测定试剂盒、SDS-

PAGE 凝胶制备试剂盒购自北京索莱宝科技有限公

司；TRITC 标记山羊抗兔 IgG （H+L） 和 FITC 标记

山羊抗小鼠 IgG （H+L） 购自北京中杉金桥生物技

术有限公司；SIRT1 和 Nrf2 抗体购自英国 Abcam 公

司 ； CS 抗 体 购 自 美 国 Santa Cruz Biotechnology 公

司；DRP1、MFF、FIS1 和 UQCRC2 抗体购自中国

武汉三鹰公司；β-actin 抗体购自江苏亲科生物研

究中心有限公司；4% 多聚甲醛、胰蛋白酶、RIPA

裂解液、抗体稀释液、脱脂奶粉、活性氧检测试

剂 盒 购 自 上 海 碧 云 天 生 物 技 术 股 份 有 限 公 司 ；

PVDF 膜购自美国 Millipore 公司。

1.2　实验分组

参照本课题组前期方法建立高氧诱导的 BEAS-

2B 细胞损伤模型［13］。本实验分为三部分：（1） 细

胞分为高氧 0 h （H0） 组、H6 组、H12 组、H24

组、H48 组。观察不同时间点高氧对 ROS 水平、

SIRT1 及线粒体功能的影响。（2） 细胞分为对照

组 、 H48 组 、 高 氧 48 h+SIRT1 抑 制 剂 （H48+EX 

527） 组 和 高 氧 48 h+SIRT1 激 动 剂 （H48+

SRT1720） 组。观察 SIRT1 在高氧诱导的细胞损伤

中的作用。（3） 细胞分为对照组、高氧 48 h+乙酰

半胱氨酸 （H48+NAC）、H48 组。观察 ROS 对高氧

诱导的细胞损伤的影响。
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group had a significant reduction in the mitochondrial area (P<0.05). Compared with the H48 group, the H48+NAC 

group had a significantly decreased fluorescence intensity of ROS (P<0.05) and significantly increased levels of SIRT1 

protein, mitochondria-related proteins, mitochondrial area, and mitochondrial aspect ratio (P<0.05). Conclusions　The 

ROS/SIRT1 axis is involved in hyperoxia-induced mitochondrial injury in BEAS-2B cells.
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1.3　活性氧检测试剂盒检测ROS水平

将细胞种板于 24 孔板中，贴壁 24 h 后经不

同条件处理。在避光条件下用无血清培养基将

DCFH-DA 荧光探针稀释 1 000 倍。PBS 清洗 2 次，

加入 1 mL 稀释好的 DCFH-DA，于 37℃细胞培养箱

内 孵 育 20 min。 用 无 血 清 培 养 基 清 洗 各 组 细 胞

3 次。在荧光显微镜下观察并采集图像，每组选取

5 个视野，用 Image J 软件测量平均荧光强度。实验

独立重复 3 次。

1.4　 免 疫 荧 光 染 色 检 测 MFF、 FIS1、 CS 和

UQCRC2表达

细胞接种于 24 孔板中经不同条件处理。PBS

清洗 2 次，4% 多聚甲醛固定 15 min。PBS 洗涤 3

次，加入 0.5% TritonX-100 通透 10 min。弃 TritonX-

100，加入 500 μL 10% 封闭用正常山羊血清封闭

1 h。 弃 封 闭 液 ， 加 入 MFF （1∶ 200）、 CS

（1∶ 100）、 UQCRC2 （1∶ 200） 和 FIS （1∶ 200）

一抗，4℃孵育过夜。弃一抗，PBS 清洗 3 次。加

入二抗 （1∶100） 孵育 2 h。弃二抗，PBS 清洗 3

次。滴加抗荧光淬灭封片液。在荧光显微镜下观

察并采集图像，每组选取 4~6 个视野，用 Image J

软件测量平均荧光强度。实验独立重复 3 次。

1.5　 Western blot 检 测 SIRT1、 Nrf2、 DRP1、

MFF、FIS1、CS和UQCRC2蛋白表达水平

用 RIPA 裂解液提取各组细胞总蛋白。BCA 法

测定蛋白浓度。加入 5×蛋白上样缓冲液变性。配

置分离胶和浓缩胶，经上样、电泳分离、转膜，

7% 脱脂奶粉封闭 70 min，PBST 洗涤 PVDF 膜 3 次，

5 min/次。加入 SIRT1（1∶2 000）、Nrf2（1∶1 000）、

DRP1（1∶2 000）、MFF（1∶20 000）、FIS（1∶3 000）、

CS （1∶ 1 000）、 UQCRC2 （1∶ 10 000） 和 β -actin

（1∶5 000）一抗，4℃摇床孵育过夜。次日用 PBST

洗 涤 PVDF 膜 3 次 ， 10 min/次 。 加 入 二 抗

（1∶2 000），室温孵育 70 min。PBST 洗涤 PVDF 膜

3 次，10 min/次。加入 ECL 化学发光液进行显影。

用 Image J 软件测量目的蛋白和 β-actin 的灰度值，

以目的蛋白和 β-actin 的比值作为目的蛋白的相对

表达量。实验独立重复 3 次。

1.6　透射电镜检测线粒体形态

细胞接种于 10 cm 培养皿中经不同条件处理。

PBS 清洗 2 次，室温 1 000 r/min 离心 5 min 收集细

胞。弃上清，加入 1 mL 含 3% 戊二醛的 PBS 溶液重

悬细胞，置于 4℃冰箱静置 5 min。转移细胞悬液

至 1.5 mL 离心管，4℃ 12 000 r/min 离心 10 min。弃

上清，加入 3% 戊二醛固定过夜。1% 四氧化锇固

定 2 h，丙酮梯度脱水 （20 min/次），渗透、包埋，

制备 60~90 nm 超薄切片。染色后超纯水清洗 3 次，

铜网切片放入铜网盒内室温干燥过夜。使用透射

电镜采集图像，每组选取 3 个视野，用 Image Pro 

Plus 6.0 软件测量线粒体的平均面积和平均长宽比。

实验独立重复 3 次。

1.7　统计学分析

采 用 SPSS 22.0、 GraphPad Prism、 Image Pro 

Plus 6.0 和 Image J 软件对数据进行统计分析。符合

正态分布的计量资料以均数±标准差 （x̄ ± s） 表

示，多组间比较采用单因素方差分析，组间两两

比 较 使 用 LSD 检 验 。 P<0.05 为 差 异 具 有 统 计 学

意义。

2 结果

2.1　高氧暴露不同时间点各组细胞ROS水平比较

与 H0 组 （17.7±1.5） 相 比 ， H6 组 （23.4±

1.0）、H12 组 （39.2±3.6）、H24 组 （54.6±2.0）、

H48 组 （57.1±0.3） ROS 荧光强度增加 （P<0.05）；

H12 组 ROS 荧光强度较 H6 组增加 （P<0.001）；H24

组 和 H48 组 ROS 荧 光 强 度 较 H12 组 增 加 （P

<0.001）。见图 1。

　　图 1　高氧暴露 0、6、12、24、48 h 时 BEAS-2B 细胞 ROS 水平 （荧光显微镜，×200） 　　绿色荧光代表 ROS

水平，颜色越深代表 ROS 水平越高。H6 组 ROS 水平高于 H0 组，H12 组 ROS 水平高于 H6 组，H24 组和 H48 组 ROS 水平高于

H12 组。

H0 组
H0 group

H6 组
H6 group

H12 组
H12 group

H24 组
H24 group

H48 组
H48 group

2.2　高氧暴露不同时间点各组细胞SIRT1、Nrf2、

DRP1、MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达水

平比较

与 H0 组 相 比 ， H48 组 SIRT1、 Nrf2、 DRP1、

MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达水平均降低

（P<0.05）。见图 2、表 1。

2.3　高氧暴露不同时间点各组细胞MFF、FIS1、

CS和UQCRC2蛋白表达情况

与 H0 组相比，H24 组和 H48 组 MFF、FIS1、

CS 和 UQCRC2 蛋白荧光强度均降低 （P<0.05）。见

图 3、表 2。

2.4　SIRT1抑制剂和激动剂干预后各组细胞Nrf2、

DRP1、MFF、FIS1、CS和UQCRC2蛋白水平比较

与对照组比较，H48 组和 H48+EX 527 组 Nrf2、

DRP1、MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达降低

（P<0.05），H48+SRT1720 组上述蛋白表达较 H48 组

和H48+EX 527组升高（P<0.05）。见图4、表3。

2.5　SIRT1 抑制剂和激动剂干预后各组细胞线粒

体形态比较

与对照组 ［（2.42±0.25） μm2］ 比较，H48 组

［（1.07±0.27） μm2］ 和 H48+EX 527 组 ［（0.41±

0.11） μm2］ 线粒体平均面积减少 （P<0.001），并

且 H48+EX 527 组 低 于 H48 组 （P=0.004）； H48+

SRT1720 组 ［（0.85±0.11） μm2］ 线粒体平均面积

高于 H48+EX 527 组和 H48 组 （P<0.05）。与对照组

（1.83±0.10） 比较，H48 组 （1.48±0.04） 和 H48+

EX 527 组 （1.54±0.03） 线粒体平均长宽比降低

（P<0.001）；H48+SRT1720 组 （1.80±0.02） 线粒体

平 均 长 宽 比 高 于 H48 组 和 H48+EX 527 组 （P

<0.001）。见图 5。

2.6　NAC干预后各组细胞ROS水平比较

与对照组 （5.2±4.8） 比较，H48 组 （60.0±

2.4） ROS 荧光强度增加 （P<0.001）；与 H48 组比

较，H48+NAC 组 （51.2±1.4） ROS 荧光强度降低

（P=0.015）。见图 6。

2.7　NAC 干预后各组细胞 SIRT1、Nrf2、DRP1、

MFF、FIS1、CS和UQCRC2蛋白水平比较

与对照组比较，H48 组 SIRT1、Nrf2、DRP1、

MFF、 FIS1、 CS 和 UQCRC2 蛋 白 表 达 降 低 （P

<0.05），而 H48+NAC 组上述蛋白表达较 H48 组升

高 （P<0.05）。见图 7、表 4。
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2.2　高氧暴露不同时间点各组细胞SIRT1、Nrf2、

DRP1、MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达水

平比较

与 H0 组 相 比 ， H48 组 SIRT1、 Nrf2、 DRP1、

MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达水平均降低

（P<0.05）。见图 2、表 1。

2.3　高氧暴露不同时间点各组细胞MFF、FIS1、

CS和UQCRC2蛋白表达情况

与 H0 组相比，H24 组和 H48 组 MFF、FIS1、

CS 和 UQCRC2 蛋白荧光强度均降低 （P<0.05）。见

图 3、表 2。

2.4　SIRT1抑制剂和激动剂干预后各组细胞Nrf2、

DRP1、MFF、FIS1、CS和UQCRC2蛋白水平比较

与对照组比较，H48 组和 H48+EX 527 组 Nrf2、

DRP1、MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达降低

（P<0.05），H48+SRT1720 组上述蛋白表达较 H48 组

和H48+EX 527组升高（P<0.05）。见图4、表3。

2.5　SIRT1 抑制剂和激动剂干预后各组细胞线粒

体形态比较

与对照组 ［（2.42±0.25） μm2］ 比较，H48 组

［（1.07±0.27） μm2］ 和 H48+EX 527 组 ［（0.41±

0.11） μm2］ 线粒体平均面积减少 （P<0.001），并

且 H48+EX 527 组 低 于 H48 组 （P=0.004）； H48+

SRT1720 组 ［（0.85±0.11） μm2］ 线粒体平均面积

高于 H48+EX 527 组和 H48 组 （P<0.05）。与对照组

（1.83±0.10） 比较，H48 组 （1.48±0.04） 和 H48+

EX 527 组 （1.54±0.03） 线粒体平均长宽比降低

（P<0.001）；H48+SRT1720 组 （1.80±0.02） 线粒体

平 均 长 宽 比 高 于 H48 组 和 H48+EX 527 组 （P

<0.001）。见图 5。

2.6　NAC干预后各组细胞ROS水平比较

与对照组 （5.2±4.8） 比较，H48 组 （60.0±

2.4） ROS 荧光强度增加 （P<0.001）；与 H48 组比

较，H48+NAC 组 （51.2±1.4） ROS 荧光强度降低

（P=0.015）。见图 6。

2.7　NAC 干预后各组细胞 SIRT1、Nrf2、DRP1、

MFF、FIS1、CS和UQCRC2蛋白水平比较

与对照组比较，H48 组 SIRT1、Nrf2、DRP1、

MFF、 FIS1、 CS 和 UQCRC2 蛋 白 表 达 降 低 （P

<0.05），而 H48+NAC 组上述蛋白表达较 H48 组升

高 （P<0.05）。见图 7、表 4。

　　 图 2　 高 氧 0、 6、 12、 24、 48 h 时 BEAS-2B 细 胞

SIRT1、Nrf2、DRP1、MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白

表达条带图　　1：H0 组；2：H6 组；3：H12 组；4：H24 组；

5：H48 组。

1 2 3 4 5

SIRT1

DRPI

β-actin

MFF

β-actin

FIS1

β-actin

CS

β-actin

UQCRC2

β-actin

Nrf2

β-actin

130 kDa

78 kDa

43 kDa

35 kDa

43 kDa

15 kDa

43 kDa

52 kDa

43 kDa

48 kDa

43 kDa

42 kDa

43 kDa

表1　高氧0、6、12、24、48 h时BEAS-2B细胞SIRT1、Nrf2、DRP1、MFF、FIS1、CS

和UQCRC2蛋白表达水平比较 （x̄ ± s，n=3）

组别

H0 组

H6 组

H12 组

H24 组

H48 组

F 值

P 值

SIRT1

1.00±0.18

0.91±0.11

0.92±0.08

0.67±0.16a,b,c

0.58±0.03a,b,c

6.25

0.009

Nrf2

1.00±0.12

1.05±0.16

0.90±0.12

0.77±0.07b

0.48±0.19a,b,c,d

8.08

0.004

DRP1

1.00±0.12

1.02±0.27

1.05±0.14

0.81±0.06

0.60±0.04a,b,c

4.89

0.019

MFF

1.00±0.09

0.74±0.06a

0.84±0.15

0.73±0.17a

0.67±0.08a

3.59

0.046

FIS1

1.00±0.04

0.82±0.06a

0.84±0.08

0.78±0.17a

0.63±0.08a,b,c

5.73

0.012

CS

1.00±0.17

0.84±0.09

0.73±0.21a

0.65±0.09a

0.57±0.04a,b

4.57

0.023

UQCRC2

1.00±0.25

0.88±0.16

0.85±0.21

0.65±0.03a

0.50±0.03a,b,c

4.40

0.026

注：［SIRT1］ 沉默信息调节因子 1；［Nrf2］ 核呼吸因子 2；［DRP1］ 动力相关蛋白 1；［MFF］ 线粒体分裂因子；［FIS1］ 线粒体裂变蛋
白 1；［CS］ 柠檬酸合酶；［UQCRC2］ 泛醇-细胞色素 c 还原酶复合体核心蛋白 2；［H0］ 高氧 0 h；［H6］ 高氧 6 h；［H12］ 高氧 12 h；［H24］
高氧 24 h；［H48］ 高氧 48 h。a 示与 H0 组比较，P<0.05；b 示与 H6 组比较，P<0.05；c 示与 H12 组比较，P<0.05；d 示与 H24 组比较，P
<0.05。
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　　图3　高氧 0、6、12、24、48 h 时 BEAS-2B 细胞 MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达情况 （荧光显微

镜，×400） 　　与 H0 组相比，H24 组和 H48 组 MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白荧光强度降低。

表2　BEAS-2B细胞在高氧0、6、12、24、48 h时MFF、

FIS1、CS和UQCRC2蛋白荧光强度比较 （x̄ ± s，n=3）

组别

H0 组

H6 组

H12 组

H24 组

H48 组

F 值

P 值

MFF

79.0±1.0

78.3±2.1

67.3±4.2a,b

32.0±4.4a,b,c

34.0±2.7a,b,c

169.02

<0.001

FIS1

70.0±1.0

69.0±1.0

58.7±4.0a,b

29.3±4.9a,b,c

27.0±2.0a,b,c

143.76

<0.001

CS

62.0±1.0

62.3±6.1

58.7±8.4

34.3±3.2a,b,c

26.3±3.5a,b,c

33.37

<0.001

UQCRC2

72.3±1.5

71.3±2.1

65.0±2.7

45.3±8.3a,b,c

31.3±4.7a,b,c,d

46.26

<0.001

注：［MFF］ 线粒体分裂因子；［FIS1］ 线粒体裂变蛋白 1；
［CS］ 柠檬酸合酶；［UQCRC2］ 泛醇-细胞色素 c 还原酶复合体核
心 蛋 白 2；［H0］ 高 氧 0 h；［H6］ 高 氧 6 h；［H12］ 高 氧 12 h；

［H24］ 高氧 24 h；［H48］ 高氧 48 h。a 示与 H0 组比较，P<0.05；b
示与 H6 组比较，P<0.05；c 示与 H12 组比较，P<0.05；d 示与 H24
组比较，P<0.05。

　　图 4　SIRT1 抑制剂和激动剂干预后各组细胞 Nrf2、

DRP1、 MFF、 FIS1、 CS 和 UQCRC2 蛋 白 表 达 条 带 图　　

1：对照组；2：H48 组；3：H48+EX 527 组；4：H48+SRT1720 组。

H0 组
H0 group

H6 组
H6 group

H12 组
H12 group

H24 组
H24 group

H48 组
H48 group

MFF DAPI DAPIMerge FIS1 Merge

Merge DAPI MergeDAPI CSURCRC2

1        2       3        4

DRPI

Nrf2

β-actin

MFF

β-actin

FIS1

β-actin

CS

β-actin

UQCRC2

β-actin

78 kDa

42 kDa

43 kDa

35 kDa

43 kDa

15 kDa

43 kDa

52 kDa

43 kDa

48 kDa

43 kDa

H0 组
H0 group

H6 组
H6 group

H12 组
H12 group

H24 组
H24 group

H48 组
H48 group
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　　图5　SIRT1抑制剂和激动剂干预后各组细胞线粒体形态的透射电镜图 （×12 000）   对照组线粒体为长条形，

可见线粒体嵴；H48组和H48+EX 527组线粒体变小而圆，线粒体嵴消失；H48+SRT1720组线粒体形态和线粒体嵴部分恢复。

　　图6　NAC干预后各组细胞ROS水平 （荧光显微镜，×200）   绿色荧光代表 ROS 水平，颜色越深代表 ROS 水平

越高。H48 组 ROS 水平高于对照组，H48+NAC 组 ROS 水平低于 H48 组。

对照组
Control group

H48 组
H48 group

H48+EX 527 组
H48+EX 527 group

H48+SRT1720 组
H48+SRT1720 group

对照组
Control group

H48 组
H48 group

H48+NAC 组
H48+NAC group

表3　SIRT1抑制剂和激动剂干预后各组细胞Nrf2、DRP1、MFF、FIS1、

CS和UQCRC2蛋白表达水平比较 （x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

H48 组

H48+EX 527 组

H48+SRT1720 组

F 值

P 值

Nrf2

1.00±0.11

0.44±0.14a

0.46±0.08a

0.79±0.12b,c

16.47

<0.001

DRP1

1.00±0.13

0.61±0.05a

0.60±0.04a

0.85±0.05b,c

19.53

<0.001

MFF

1.00±0.18

0.46±0.24a

0.42±0.19a

0.95±0.08b,c

8.55

0.007

FIS1

1.00±0.25

0.46±0.16a

0.43±0.09a

0.99±0.20b,c

8.87

0.006

CS

1.00±0.14

0.52±0.23a

0.46±0.04a

1.18±0.23b,c

11.83

0.003

UQCRC2

1.00±0.03

0.49±0.16a

0.47±0.25a

0.94±0.14b,c

9.08

0.006

注：［Nrf2］ 核呼吸因子 2；［DRP1］ 动力相关蛋白 1；［MFF］ 线粒体分裂因子；［FIS1］ 线粒体裂变蛋白 1；［CS］ 柠檬酸合酶；
［UQCRC2］ 泛醇-细胞色素 c 还原酶复合体核心蛋白 2；［H48］ 高氧 48 h；［H48+EX 527］ 高氧 48 h+SIRT1 抑制剂；［H48+SRT1720］ 高氧
48 h+SIRT1 激动剂。a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 H48 组比较，P<0.05；c 示与 H48+EX 527 组比较，P<0.05。
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2.8　NAC干预后各组细胞线粒体形态比较

与对照组 ［（1.36±0.10） μm2］ 比较，H48 组

［（0.43±0.04） μm2］ 线粒体平均面积降低 （P

<0.001）；H48+NAC 组 ［（1.13±0.09） μm2］ 线粒

体平均面积较 H48 组增加 （P<0.001）。与对照组

（1.76±0.08） 比较，H48 组 （1.53±0.05） 线粒体

平均长宽比降低 （P=0.002）；H48+NAC 组 （1.66±

0.02） 线 粒 体 平 均 长 宽 比 较 H48 组 增 加 （P=

0.023）。见图 8。

　　图 7　NAC 干预后各组细胞 SIRT1、Nrf2、DRP1、

MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达条带图　　1：对照

组；2：H48+NAC 组；3：H48 组。

表4　NAC干预后各组细胞SIRT1、Nrf2、DRP1、MFF、FIS1、CS和UQCRC2蛋白表达水平比较　 （x̄ ± s，n=3）

组别

对照组

H48 组

H48+NAC 组

F 值

P 值

SIRT1

1.00±0.20

0.50±0.04a

0.81±0.05b

13.43

0.006

Nrf2

1.00±0.18

0.37±0.05a

0.66±0.07b

22.79

0.002

DRP1

1.000±0.023

0.541±0.090a

0.770±0.106b

23.85

0.001

MFF

1.00±0.05

0.60±0.12a

1.02±0.13b

15.10

0.005

FIS1

1.000±0.097

0.508±0.082a

0.909±0.146b

16.41

0.004

CS

1.000±0.083

0.566±0.010a

0.792±0.060b

39.65

<0.001

UQCRC2

1.00±0.05

0.61±0.04a

0.85±0.07b

38.26

<0.001

注：［SIRT1］ 沉默信息调节因子 1；［Nrf2］ 核呼吸因子 2；［DRP1］ 动力相关蛋白 1；［MFF］ 线粒体分裂因子；［FIS1］ 线粒体裂变蛋
白 1；［CS］ 柠檬酸合酶；［UQCRC2］ 泛醇-细胞色素 c 还原酶复合体核心蛋白 2；［H48］ 高氧 48 h；［H48+NAC］ 高氧 48 h+乙酰半胱氨酸。
a 示与对照组比较，P<0.05；b 示与 H48 组比较，P<0.05。

　　图 8　NAC 干预后各组细胞线粒体形态的透射电镜图 （×12 000）   对照组线粒体为长条形，可见线粒体嵴；

H48 组线粒体变小而圆，线粒体嵴消失；H48+NAC 组线粒体形态和线粒体嵴部分恢复。
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3 讨论
BPD 是一种“氧自由基病”［14］，研究表明在小

鼠肺发育关键时期，不同浓度的氧暴露可以诱导

肺泡简化［15］。同样，新生大鼠暴露在高氧环境下

也会出现肺泡简化和肺血管稀疏［16］。临床研究表

明 BPD 患儿出生时具有更高的氧化应激水平［17］。

本研究显示 BEAS-2B 细胞 ROS 随着高氧暴露时间

延长而增加，说明高氧激活了氧化应激。

本研究结果显示，高氧 48 h 时细胞中 Nrf2、

DRP1、MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白水平均降

低。Nrf2 是调控线粒体生物发生的关键因子，促进

线粒体转录因子 A 的表达，后者是线粒体 DNA 转

录和复制所必需的。本研究显示 Nrf2 降低，说明

高氧损伤了 BEAS-2B 细胞线粒体生物发生，这与

本课题组前期研究结果［9， 18］ 一致。UQCRC2 和 CS

的降低也说明高氧损伤了 BEAS-2B 细胞线粒体能

量代谢。有研究证实，在肺上皮细胞中高氧抑制

线粒体呼吸并减少呼吸链复合体中的电子流来诱

导小鼠肺泡简化［19］。此外，BPD 易感婴儿的血管

内皮细胞表现出较低的线粒体耗氧量和更快的质

子泄漏［20］。本研究显示 DRP1、MFF 和 FIS1 降低，

说明高氧抑制了 BEAS-2B 细胞线粒体分裂。有研

究发现高氧通过增加 DRP1 参与诱导肺内皮细胞线

粒体碎裂［21］。相反，抑制 DRP1 的表达可改善高氧

诱导的肺血管损伤［22］。推测原因可能是研究对象

以及高氧暴露时间的不同。线粒体分裂在 BPD 中

的作用仍需进一步研究。

SIRT1 是一种依赖烟酰胺腺嘌呤二核苷酸的去

乙酰化酶，它参与细胞凋亡、炎症、线粒体功能

和氧化应激等多个细胞生物学过程［23］。本研究显

示，在高氧 24 h 和 48 h 时 SIRT1 表达降低，提示

SIRT1 是 BPD 的一个保护因子。然而，SIRT1 与高

氧诱导的线粒体损伤之间的关系尚不清楚。因此

本研究利用 SIRT1 抑制剂和激动剂探讨了 SIRT1 在

高氧诱导的 BEAS-2B 细胞损伤中的作用。通过相

关文献选择 SIRT1 抑制剂和 SIRT1 激动剂的工作浓

度分别为 10 μmol/L 和 2 μmol/L［24］。本研究结果显

示 SIRT1 激动剂逆转了高氧诱导的 Nrf2、DRP1、

MFF、FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达降低，并改

善了线粒体形态损伤，提示 SIRT1 通过改善线粒体

功能减轻高氧诱导的 BEAS-2B 细胞损伤。有研究

发现 SIRT1 通过抑制炎症反应可减轻高氧诱导的肺

微血管内皮细胞损伤［25］。动物研究表明激活 SIRT1

可减轻小鼠肺泡简化、血管渗漏和肺炎症［26］。事

实上，SIRT1 及其相关信号通路涉及线粒体生物发

生、自噬、凋亡、炎症和纤维化等多种生物学过

程，这些信号通路与 BPD 的发生发展密切相关［27］。

本研究通过使用 NAC 证明 ROS 是抑制 SIRT1

表达的关键因素。通过文献选择 NAC 的工作浓度

为 5 mM［28］。本研究结果显示，NAC 可减轻高氧诱

导的 ROS 增加，逆转 SIRT1、Nrf2、DRP1、MFF、

FIS1、CS 和 UQCRC2 蛋白表达降低，并改善线粒

体形态损伤，说明抑制 ROS 可逆转高氧诱导的

SIRT1 降低，从而减轻 BEAS-2B 细胞线粒体损伤。

综上所述，高氧通过 ROS/SIRT1 轴诱导线粒体

损伤可能参与了 BPD 的发病机制，SIRT1 可能为

BPD 的潜在治疗靶点，需进一步研究了解其具体

机制。
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发现 SIRT1 通过抑制炎症反应可减轻高氧诱导的肺

微血管内皮细胞损伤［25］。动物研究表明激活 SIRT1

可减轻小鼠肺泡简化、血管渗漏和肺炎症［26］。事

实上，SIRT1 及其相关信号通路涉及线粒体生物发

生、自噬、凋亡、炎症和纤维化等多种生物学过

程，这些信号通路与 BPD 的发生发展密切相关［27］。

本研究通过使用 NAC 证明 ROS 是抑制 SIRT1
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